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論   文   の   要   旨 
家畜遺伝資源の保存には、精子および卵子の凍結保存技術が広く普及しているが、そのためには安定
的な液体窒素の供給が必要であるとともに、専用の液体窒素容器が不可欠である。これに対し、家畜の
生殖細胞を凍結乾燥して保存する事ができれば、特別な設備がなくても貴重な遺伝資源を安全でかつ長
期間にわたり保存できると考えられる。そこで本研究は、様々な条件下で凍結乾燥されたブタ精子を未
受精卵に顕微授精する事により、凍結乾燥精子の発生能を検討する事を目的とした。 
まず凍結乾燥精子の DNA 損傷に対するトレハロースの保護効果および顕微授精後の体外発生能力を
検討した。その結果、15mM のトレハロースを含む緩衝液を用いて精子を凍結乾燥した場合、精子の
DNA は凍結乾燥操作に伴う損傷から保護されることが明らかになった。しかし、この条件下で凍結乾
燥された精子を用いて顕微授精した場合の受精率、胚盤胞形成率および胚盤胞期における細胞数にはト
レハロース添加の影響は認められなかった。以上の結果、凍結乾燥操作に伴う精子 DNA の損傷と、顕
微授精後の胚盤胞形成能とは必ずしも一致しないことが明らかになった事から、顕微授精された受精卵
には DNA修復メカニズムが存在する可能性が示唆された。 
そこで、DNA修復遺伝子の中からMGMT, UDG, XPC, MSH2, XRCC6および RAD51を選び、凍結乾
燥精子を顕微授精した 4時間後の受精卵におけるこれらの DNA修復遺伝子の発現パターンを検討した
ところ、遺伝子間で有意な変化は認められなかった。顕微授精の培養時間を延長して観察したところ、
成熟卵子においては UDGおよび XPCの発現が有意にアップレギュレートしているのに加え、MSH2お
よび RAD21 遺伝子においても発現量が増加する傾向が認められた。これらの結果から、凍結乾燥精子
を顕微授精された受精卵においては、培養中に DNA 修復遺伝子が蓄積するか、あるいは DNA 修復遺
伝子の発現量が増加する可能性が示唆された。 
次に、ブタ精子を 0mM または 15mM のトレハロース存在下で凍結乾燥した後に 0, 0.5, または 1% 
Triton X100 (TX)で処理した精子を用いた場合、顕微授精 10時間後における第二極体の存在を指標とし
た受精率には有意差が認められなかった。さらに、顕微授精に先立ち、卵子を遠心分離する事により、
卵子内を脂肪層、ミトコンドリア層、および透明層の 3層に分離させ、その各々の層に凍結乾燥精子を
顕微授精したが、受精率および発生率に有意差は認められなかった。一方、遠心分離に加え、電気刺激
(直流 1.5kv/cmパルス、20μ秒)の有無が受精率および発生率に対する影響を検討したところ、電気刺激
を与えた場合に受精率は有意に向上した。 
最後に、0mM または 15mM トレハロース条件下で凍結乾燥したブタ精子を顕微授精した後、電気刺
激を加えることにより受精卵を得た。これとは別に、未受精卵を電気刺激する事により単為発生を誘起
した後、Cytochalasin B で処理する事により二倍体の胚を作製した。この様にして作製された顕微授精
胚と単為発生胚をレシピエント豚の卵管内に同時に移植したところ、レシピエント豚の発情が約 40 日
間遅延したことから、凍結乾燥したブタ精子に由来する産子が得られる可能性が示された。 
以上の一連の研究から、15mM トレハロースは、ブタ精子を凍結乾燥した場合における DNA 損傷か
ら精子を保護する機能を有する事、ならびに凍結乾燥したブタ精子を顕微授精した後に電気刺激を加え
ることにより受精率が向上することが明らかになった。 
 
審   査   の   要   旨 
 
本研究は、技術的に困難なブタにおける人工繁殖技術の向上を目指した研究の一環として、凍結乾燥
精子を用いて顕微授精を行うという新しい手法の可能性を検討したものである。本研究は、ブタにおけ
る新たな遺伝資源保存法の開発に大きく貢献するものであり、この成果の学術的な意義は大きいと判断
される。 
平成 28年 1月 15日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終
試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査
委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（学術）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
 
 
 
